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ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES CONTRE DES VIRUS DE L* HEPATITE B 

Cinq types d'hepatites virales, les hepatites A, B s C, D, E, sont assez bien 
5 connues a ce jour. Dans ohaque cas, le virus envahit le foie et provoque un etat inflarnmatoire 
avec une destruction des cellules hepatiques. 

L'hepatite B est causee par un virus, le virus de 1 'hepatite B humain (HBV). Le 
virus HBV a ete decouvert par Blumberg et al. A « new » antigen in leukemia sera, JAMA 
191 : 54 1, (1965). Le virus est transmis par voie sanguine, par contact sexuel ou par voie 
10 perinatale. 

L* infection par HBV dans la majorite des cas n'entraine aucun symptome et est 
responsable d'hepatites aigues asyrnptomatiques. L'hepatite aigue se caracterise par des 
troubles digestifs, des douleurs abdominales, une coloration des urines et une decoloration des 
feces anormales. une asthenie et un ictere. L'hepatite aigue peut evoluer vers une forme 
15 fulminante avec une necrose rapide du foie. 

L' infection virale peut egalement evoluer vers une forme chronique, soit chez 
des patients ayant presente une hepatite aigue, soit chez des individus pour Iesquels 1' infection 
etait asymptomatique. Les porteurs dironiques presentent des lesions hepatiques d'importance 
variable et un risque eleve devolution vers une cirrhose et le developpement d'un cancer 
20 primitif du foie. En Asie et en Afrique ou la chronicite des infections est frequente, les cancers 
primitifs du foie represented un probleme crucial de sante publique. Par ailleurs, les porteurs 
chroniques representent des reservoirs pour le virus et permettent sa propagation transposant 
le probleme de sante publique au niveau mondial. 

L' infection par HBV est une des infections virales les plus courantes chez 
25 riiomme. C'est une maladie ubiquitaire avec une incidence geographique distincte. En Europe 
et en Amerique du Nord entre environ 0,1% et 1% de la population est infectee, alors qu'en 
Asie et en Afrique jusqu'a 20% de la population est porteuse de HBV. On estime a environ 
350 millions le nombre de personnes infectees par HBV a travers le monde. 

Une hierarchisation des infections virales suite a une ti*ansfusion montre que la 
30 transmission de HBV est la premiere, suivie de HCV et ensuite de HIV. 

HBV est un petit virus a ADN de 42 nm de diametre qui appartient au groupe des 
virus a AJDN hepatotropes (hepadnavirus) et est classe dans la famille des Hepadnavirklae. Sa 
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struGture genomique est remarquablement compacte. Le virus comprend une enveloppe 
exteme et une nucleocapside. L'enveloppe est composee principalement de trots anttgenes de 
surface (HBsAgs : hepatitis B surface antigens) qui jouent un role majeur dans le diagnostic 
des infections par HBV. La nucleocapside contient l'antigene du core (HBcAg), une ADN 
polymerase/transcriptase inverse, ainsi que le genome viral. Le noyau viral constitue l'element 
infectieux du virus et la membrane exteme porte le principal determinant antigenique du 
virus, l'antigene HBs. Le noyau viral demeure a 1'interieur de la nucleocapside. Son diametre 
estd'environ 28 nm. 

En depit de sa petite taille (3200 paires de bases) PADN circulate, partiellement 
double brin, de HBV code pour quatre types de produits viraux a partir de ses genes 

chevauchants S, C, P, et X. 

Le gene S code pour la proteine d' enveloppe HBsAg exprimee sur la surface 
exteme du virion. La proteine d'enveloppe HBsAg est constitute de deux polypeptides 
majeurs, un polypeptide de 24 kDa et sa forme glycosylee de 28 kDa. HBsAg contient 
l'epitope majeur neutralisant de HBV, denomme determinant « a », qui correspond aux acides 
amines 1 24 a 147 et est commun a tous les isolats de HBV. Le determinant « a » est la cible la 
plus importante pour le diagnostic et la vaccination. Le developpement d'anticorps anti-HBs 
apres une infection aigue ou chronique est generalement associe a un retablissement et a un 
pronostic favorable. Les anticorps anti-HBs sont egalement associes a la production 
d'anticorps neutralisants apres vaccination. La majorite des anticorps anti-HBs trouves dans le 
serum d' individus convalescents ou apres vaccination se lient a la region du determinant « a ». 
Bien que la structure tridimensionnelle de l'antigene HBs n'aitpas encore defmie, des etudes 
de structure-fonction indiquent que le determinant « a » est localisd dans la principale region 
hydrophile de l'antigene HBsAg (residus 99 a 169). II est clair que le determinant « a » est 
ties structure parce que la denaturation de cette zone par alkylation ou reduction donne des 
particules HBsAg dont Tantigenicite est fortement reduite. II est probable que des ponts 
disulfure entre des cysteines sont impliques dans une conformation correcte. Une staicture 
potentielle du determinant « a» (residus 124-147), qui comprend cinq cysteines, impliquerait 
Texistence de ponts disulfure entre les acides amines 124 et 137, formant une premiere 
boucle, et entre les acides amines 139 et 147, formaiit une deuxieme boucle. L'integralite de 
la sequence du determinant « a » contribue probablement a la staicture antigenique. De plus, 
ranligene HBsAg contient soit le determinant d ou y qui correspond respectivement a la 
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presence de soil une lysine ou line arginine a la position 122 et, soit le determinant w ou /■ qui 
correspond respectivement a la presence soit d'une lysine ou d'une arginine a la position 160. 
II y a done quaire sous types antigeniques majeurs de HBsAg, ad\u s ayw 9 adr et ayr, chacun 
etant associe a une distribution geographique. En amont du gene S, les genes Pre-S codent 
5 pour divers antigenes de surface de HBV. 

Le gene P code pour l'ADN polymerase/transcriptase inverse, tres importante 
dans le mecanisme de la replication virale. 

Le gene C code pour deux proteines de la nucleocapside, HBeAg qui est une 
proteine secretee soluble et HBeAg, la proteine core intracellulaire. HBeAg est un marqueur 
10 serologique d'une replication virale elevee. 

Le gene X code pour HBxAg qui a differents effets biologiques et qui peut 
notamment transactiver la transcription de genes viraux et cellulaires. 

Quand HBV infecte un individu, l'ADN viral se replique totalement a Pinterieur 
des cellules hepatiques de Phote. 
15 Apres infection par HBV, le premier marqueur detectable dans le serum de 

patient est Tantigene HBsAg, rnais Ge marqueur persiste rarernent au dela de six mois. Apres 
que Pantigene HBs ait disparu dans le serum, les anticorps anti-HBsAg deviennent detectables 
et persistent. Parce que Fantigene HBc est sequestre par l'antigene d'enveloppe HBs, il n'est 
pas detectable en routine dans les serums de patients, mais la presence d'anticorps anti-HBc 
20 est facilement mise en evidence dans les une a deux semaines suivant Papparition de 
l'antigene HBs. 

II est cependant maintenant certain que les tests serologiques conventionnels, 
mettant en ceuvre les marqueurs precites, ne permettent pas de detetcter les variants de HBV. 
Or, le fait que des patients porteurs de HBV et ayant developpe une hepatite B chronique 
25 existent, sans qu'il soit possible de mettre en evidence une infection par HBV a Paide des 
marqueurs serologiques traditionnels, est de la plus haute importance et montre la necessite de 
developper de meilleurs tests. 

L' existence de variants de HBV est suspectee depuis de nombreuses annees. 
Cette presomption est basee sur la detection d'ADN viral dans le serum et/ou le foie de 
30 patients presentant une hepatite chronique, en P absence de mise en evidence des marqueurs 
serologiques conventionnels (HBsAg et anti-HBc). 
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L/incapacite a detecter HBsAg chez des patients porteurs de sequences AJDN du 
virus pouiTait avoir plusieurs explications, telles qu'une faible expression de Fantigene de 
surface ou la presence de mutations au niveau du determinant antigenique de la proteine S. 
Dans le premier cas, une co-infection virale pourrait supprimer la replication de HBV (Jilg W 

5 et ah, J. Hepatol, 1995, 23 : 14-20, Jylberberg et ah, Clinical infection diseases, 1996, 23 : 
1 117-1125, Ushida et ah, J. of Med. Virol. 1997, 52 ; 399-405, Hofer et al., Eur. J. Clin ; 
Microbiol. Infect. Dis., 1998, 17 : 6-13. Une autre explication pourrait etre que Fantigene HBs 
est masque lors de la formation in vivo de complexes immuns avec les anticorps anti-HBs. 

Mais, plus rcccmment, la presence d'HBsAg a ete observee dans des serums axiti- 

10 HBs de patients. La presence de Fantigene HBsAg chez ces patients pourrait etre lie au fait 
qu'il n'a pas ete neutralise par les anti-HBs presents, suggerant la presence de variants. 

La presence de variants ou mutants a ete associee a la vaccination et a la therapie 
utilisant des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. L'analyse de mutants semble montrer 
qu'ils ont ete selectionnes a partir d'une population meiangee et presentent des mutations 

15 ponctuelles causant des substitutions en acides amines dans le determinant « a ». Les mutants 
semblent etre le produit de mutations au hasaxd dans le gene qui conduisent a un pool de 
genotypes. On pense par ailleurs que la reponse immune est le factenr predominant dans la 
selection des mutants. Generalement, F addition d'anticorps monoclonaux a des cellules 
infectees par un virus in vitro conduit a une selection d'isolats qui ne sont pas neutralises par 

20 F anticorps. II n'est done pas surprenant que des anticorps monoclonaux donnes a des patients 
avec une replication virale active puissent avoir comnie resultat une selection de mutants 
d'echappement. Plusieurs mutants d'echappement separes d'importance clinique ont ete 
trouves chez des individus vaccines. Dans plusieurs cas, ils presentaient une mutation 
ponctuelle au niveau du codon qui code pour Facide amine 145 dans le determinant « a » de 

25 Fantigene HBsAg, avec comme resultante le changement d'une glycine en arginine. 
L'administration de serum contenant un tel mutant a un chimpanze a montre que ces agents 
sont transmissibles. Une autre mutation ponctuelle induisant le remplacement d'une lysine par 
un acide glutamique a la position 141 du detenninant « a » a egalement ete trouvee chez des 
sujets vaccines. II est done important de pouvoir detecter de maniere sure et fiable, non 

30 seulement HBV de type sauvage, mais egalement les mutants ou variants. En effet, si une 
mutation significative survient au niveau de Fepitope de HBsAg et qu'elle n'est pas reconnue 
par les anticorps anti-HBs alors, soit le mutant ne sera pas detecte, soit le test ne sera pas 
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suFfisaniment sensible. Or, le fait de ne pas detecter un mutant d'echappement a non 
seulement une incidence pour la personne qui le porte, mais peut egalement conduire a la 
transmission de r infection par les dons de sang, de produits sanguins et d'organes. Par 
ailleurs, un mutant HBsAg peut infecter des individus meme s'ils ont ete anterieurement 

5 immunises et presentent une reponse de type anti-HBs. U a ete decrit, dans la demande de 
brevet intemationale WO 94/26904, un anticorps monoclonal qui permet de discri miner la 
forme HBsAg sauvage d'un mutant d'echappement qui comprend une mutation a la position 
122. Mais, il existe un besoin serieux de caractei-iser des anticorps monoclonaux qui soient 
capables de detecter a la fois le type sauvage et les formes mutantes de I s antig&ne HBsAg pour 

10 le developpement de tests de diagnostic fiables (Coleman et al. (1999), Journal of Medical 
Virology 59: 19-24; Ireland et al. (2000), Hepatology 31 : 1176-1181). En effet, dans 
certains cas, des formes mutantes de HBV affectant la region du gene d'enveloppe codant 
pour le determinant « a» ne sont pas reconnues par les anticorps monoclonaux utilises dans 
les tests de diagnostic commerciaux (Caiman et al. (1990), Lancet 336 ; 325-329 ; Seddigh- 

15 Tonekaboni et al. (2000), Journal of Medical Virology 60: 113-121; Weinberger et al. 
(2000), Journal of General Virology 81 : 1 165-1 174). 

Ainsi la presente invention a pour objet un anticorps monoclonal capable de se 
lier a un antigene HBsAg de type sauvage et a au rnoins une, de preference au moins deux et 
avantageusement plus de deux, formes mutantes de 1* antigene HBsAg, ledit anticorps 

20 monoclonal se liant a une sequence peptidique consistant en au moins 6 acides amines 
contigus dans la region 199-208 de Tantigene HBsAg, et avantageusement se liant a la 
sequence peptidique constituee par la region 199-208 de r antigene HBsAg. 

Aussi, la presente invention a pour objet un anticorps monoclonal qui est capable 
de specifiquement se lier a un antigene HBsAg de type sauvage et a au moins une, de 

25 preference au moins deux et avantageusement plus de deux, formes mutantes de 1' antigene 
HBsAg, ledit anticorps monoclonal se liant specifiquement a la region 199-208 de r antigene 
HBsAg. 

La capacite de V anticorps monoclonal de la presente invention a se lier 
specifiquement a des formes sauvage et mutantes de l'antigene HBsAg est reliee au fait qu'il 
30 reconnait une region de l'antigene de surface tres conservee, comme rnontre pour la premiere 
fois par les inventeurs par « mapping » d'epitopes, a la fois chez les fonnes sauvage et 
mutantes de HBV qui correspond a la region ou epitope localise entre les acides amines 199 et 
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20S de Fantigene HBsAg, et ceci independamment de la presence d'autres mutations ou 
substitutions en acides amines qui peuvent survenir au niveau du determinant «a» on a 
proximite du determinant «a» de Fantigene HBsAg. Ainsi, Fanticorps monoclonal de 
['invention .est capable de reconnaitre et de se Her specifiquement a au moins une forme 
5 mutante de Fantigene HBsAg qui comprend au moins une substitution d'un acide amine dans 
le determinant « a » de Fantigene HBsAg et, en particulier, des formes mutantes de Fantigene 
HBsAg qui presentent au moins une substitution en acides amines aux positions 127, 133, 
134, 142, L43 3 144 et 145 du determinant «a» de Fantigene HBsAg et eventuellement au 
moins une autre substitution en acides amines aux positions 100, 118, 120, 122 de Fantigene 

10 HBsAg. Les mutations ou substitutions identifiees sont positionnees par rapport a la sequence 
en acides amines de Fantigene HBsAg de type sauvage. 

Les formes mutantes qui sont specifiquement reconnues par les anticorps 
monoclonaux de ['invention sont identifiees dans les exemples qui suivent. II s'agit plus 
preci semen t des mutants : 

15 - 1043 Sp dans lequel une serine a la position 143 de Fantigene HBsAg est 

remplacee par une leucine, 

- AP 3.1 dans lequel un acide aspartique a la position 144 de Fantigene HBsAg 
est remplacee par une alanine, 

- Arg 1.2 dans lequel une glycine a la position 145 de Fantigene HBsAg est 
20 remplacee par une arginine, 

- 1157 Sp dans lequel une proline a la position 127 de Fantigene HBsAg est 
remplacee par une alanine et une serine a la position 143 de Fantigene HBsAg est remplacee 
par une leucine, 

- 1056 Sp dans lequel une proline a la position 120 de Fantigene HBsAg est 
25 remplacee par une serine et une serine a la position 143 de Fantigene HBsAg est remplacee 

par une leucine, et 

- M5 dans lequel une tyrosine a la position 100 de Fantigene HBsAg est 
remplacee par une serine, une threonine a la position 118 de Fantigene HBsAg est remplacee 
par une valine, une arginine a la position 122 de Fantigene HBsAg est remplacee par une 

30 lysine, une methionine a la position 133 de Fantigene HBsAg est remplacee par une 
isoleucine, une tyrosine a la position 134 de Fantigene HBsAg est remplacee par une 
asparagine,- une proline a la position 142 de Fantigene HBsAg est remplacee par une serine, 
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une serine a la position 143 de Fantigene HBsAg est remplacee par une leucine, et une glycine 
a la position 145 de Fantigene HBsAg est remplacee par une lysine. 

Les mutants precites peuvent etre utilises pour le criblage d'anticorps 
monoclonaux. Les anticorps de ['invention peuvent etre, par exemple, cribles contre de 
5 Fantigene HBsAg de type sauvage et contre un ou plusieurs mutants tels que decrits ci-dessus. 
En particulier, les anticorps de F invention peuvent etre cribles contre de Fantigene HBsAg de 
type sauvage et contre un ou plusieurs mutants HBsAg chacun ayant une ou plusieurs 
substitutions a au moins une des positions 127, 133, 134, 142, 143, 144 et 145 de Fantigene 
HBsAg, plus particulierement a au moins une des positions 143, 144 et 145 de Fantigene 

10 HBsAg et eventuellement au moins une autre substitution a au moins une des positions 100, 
118,120, 122 de Fantigene HBsAg. 

En particulier, les anticorps monoclonaux de Finvention sont capables de se Her 
a un antigene HBsAg de type sauvage et a au moins un mutant HBsAg portant un determinant 
« a » code par des sequences presentant des mutations ponctuelles au niveau d'un ou plusieurs 

15 codons codant pour les acides amines 127, 133, 134, 142, 143,144 et 145 de Fantigene 
HBsAg. Les anticorps preferentiels de Finvention sont les anticorps references 2G2G10 et 
8B4H7 qui appartiennent a la classe des immunoglobulines G. L' anticorps monoclonal 
2G2G10 appartient a la classe des immunoglobulines IgG2b. L'anticorps monoclonal 8B4H7 
appartient a la classe des IgG2a et a ete obtenu par traitement aux UV de Fanticorps 2G2G10. 

20 La presente invention englobe egalement les fragments et derives des anticorps 

monoclonaux de Finvention, en particulier les fragments Fab, Fab', F(ab)2 et sFv (Blazar et 
al„ 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 etBird et al., 1988, Science 242 : 423-426), 
ainsi que les conjugues. Les derives des anticorps monoclonaux de Finvention comprennent, 
entre autres, les anticorps humanises. Les methodes pour produire des fragments d'anticorps 

25 monoclonaux et des derives d'anticorps monoclonaux, incluant les derives humanises, sont 
bien connues de Fhomme du metier. Les formes « humanisees » d'anticorps non humains, par 
exemple murins, sont des anticorps chimeres qui comprennent une sequence rninimale derivee 
d*une immunoglobuline non humaine. Pour la plupart, les anticoips humanises sont des 
immunoglobulines humaines (anticorps recepteur) dans lesquelles des residus d'une region 

30 hypervariable du recepteur sont remplaces par des residus d'une region hypervariable d'une 
espece donneur (anticorps donneur) non humaine, telle que souris, rat, lapin ou primate non 
humain, ayant la specificite, Faffxnite et la capacite souhaitees. Dans certains cas, les residus 
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(FR) de la region Fv de rimmunoglobuline humaine sont remplaces par des residus 
correspondants non humains. De plus, les anticorps humanises peuvent comprendre des 
residus qui ne sont pas trouvcs dans I'anticorps receveur ou dans V anticorps donneur. Ces 
modifications sont effectuees pour ameliorer les performances de I'anticorps. En general, 
l 1 anticorps humanise comprendra au moins et de preference deux domaines variables, dans 
lesquels tout ou a peu pres tout des boucles hypervariables correspondent a une 
immunoglobuline non humaine et tout ou a peu pres tour des regions FR seront celles d'une 
immunoglobuline humaine. Les anticorps humanises facultativement pourront aussi 
comprendre au moins une partie d'une region constante (Fc) d'une immunoglobuline, telle 
qu'une immunoglobuline humaine (Jones et aL, Nature 321 : 522-525 (1986) ; Reichmann et 
aL, Nature 332 : 323-329 (1988) ; et Presta et aL, Curr. Op. Struct. BioL 2 : 593-596 (1992). 

Les anticorps monoclonaux de I s invention et, en particulier les anticorps 2G2G10 
et SB4H7, sont produits par des lignees d'hybridomes selon le protocole decrit dans l'exemple 
1 qui suit ou selon un protocole derive de celui decrit dans l'exemple 1 et 1' invention a aussi 
15 pour objet un tel precede de production des anticorps monoclonaux de T invention qui consiste 
a produire une lignee d'hybridome en immunisant un animal mammifere, de preference 
nuirin, avec un antigene HBsAg de type sauvage ou une forme mutante d'un antigene HBsAg, 
eventuellement sous la forme d'un fragment ou d'un derive antigenique approprie, en 
immortalisant les cellules productrices d'anticorps pour former des hybridomes, en criblant 
20 les cultures d'hybridomes contre de 1' antigene HBsAg de type sauvage et au moins une forme 
mutante telle que definie precedemment, eventuellement sous la forme d'un fragment ou 
derive antigenique approprie, et en selectionnant les hybridomes qui produisent.des anticorps 
qui se lient k V antigene HBsAg de type sauvage et a au moins une forme mutante telle que 
definie ci-dessus. 

25 L s invention engiobe egalement un hybridome capable de produire un anticorps 

monoclonal de r invention et un procede pour produire un anticorps monoclonal de 
Pinvention, qui consiste a cultiver un hybridome ou susceptible d'etre obtenu selon un 
procede tel que defini ci-dessus in vitro ou in vivo et a recuperer I'anticorps monoclonal a 
partir du milieu de culture ; ainsi que P anticorps monoclonal susceptible d'etre obtenu par le 

30 procede de culture d'un hybridome. 

Les anticorps monoclonaux de l'invention sont utilisables dans un immunoessai 
pour la detection et/ou quantification de r antigene HBsAg dans un echantillon presume le 
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contenir et done pour la detection de virus HBV (sauvage et/ou mutants). De tels essais sonl 
applicables au diagnostic climque et au criblage de produits sanguins. Aussi, la presente 
invention concerne un procede de detection et/ou de quantification d'antigene HBsAg dans un 
echantillon, qui consiste a mettre en contact Pechantillon avec au moins un anticorps 
5 monoclonal de Pinvention, ou un fragment ou derive d*un tel anticorps monoclonal et a 
meltrc en evidence la presence d'au moins un complexe antigene/anticorps, fragment ou 
derive. 

Dans un mode de realisation du procede de I a invention, Pechantillon est mis en 
contact avec un anlicorps monoclonal de Pinvention, ou un fragment ou derive de celui-ci et 

10 avec au moins un autre anticorps choisi parmi les anticorps polyclonaux ou monoclonaux 
anli-HBsAg diriges contre une region ou epitope different de celui reconnu par les anticorps 
monoclonaux, fragments ou derives de I s invention. 

De tels procedes sont realises selon la technique dite sandwich ou de competition 
bien connues de Phomme du metier, en une ou deux etapes, en phase homogene ou 

15 heterogene. De plus, les procedes de 1'invention peuvent etre couples,, dans un meme essai, a 
Ja detection d'anticorps anti-HBc dans Pechantillon a analyser. 

Les compositions diagnostiques correspondantes comprennent au moins un 
anticorps monoclonal de 1'invention, ou un fragment ou derive de celui-ci, eventuellement en 
association avec au moins un reactif pour la detection d'anticorps anti-HBc et peuvent 

20 comprendre de plus au moins un autre anticorps monoclonal ou polyclonal pour la detection 
de Pantigene HBsAg qui reconnait une region ou epitope different de celui reconnu par les 
anticorps monoclonaux, fragments ou derives de Pinvention. Les anticorps, fragments ou 
derives de rinvention peuvent etre immobilises sur une phase solide, comme anticorps de 
capture de Pantigene HBsAg ou utilises en detection quand marques avec tout marqueur 

25 approprie. U est egalement envisage d'utiliser les anticorps, fragments ou derives de 
rinvention comme phase de capture de Pantigene HBsAg et d'utiliser au moins un autre 
anticorps monoclonal ou polyclonal dirige contre un epitope different de celui reconnu par les 
anticorps de Pinvention comme conjugue de detection, ou inversement. De meme, les 
anlicorps, fragments ou derives de Pinvention et au moins un autre anticorps monoclonal ou 

30 polyclonal dirige contre un epitope different de celui reconnu par les anticorps de Pinvention 
peuvent etre immobilises sur une meme phase solide. Et de plus, un reactif capable de 
capturer jes anticorps anti-HBc dans Pechantillon peut etre immobilise sur cette meme phase 
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so tide ou etre inclus dans une composition de r invention mais en etant immobilise sur Line 
phase sollde differente de celle sur laquelle sont immobilises les anticorps, fragments ou 
derives de rinvention et eventuellement au moins un autre anticorps monolonal ou polyclonal 
anti-HBsAg reconnaissant un epitope different de celui reconnu par les anticorps de 
5 rinvention. 

L'invention concenie aussi un antiserum approprie pour une utilisation 
therapeutique ou prophylactique pour une immunisation passive contre HBV qui comprend un 
anticoips monoclonal de P invention ou un fragment ou derive d'un tel anticoips ou leurs 
combinaisons. L'antiserum peut de plus oomprendre au moins anticorps monoclonal ou un 

10 anticorps polyclonal ou un melange d'anticorps monoclonaux et polyclonaux anti-HBsAg, 
autres que l'anticorps monoclonal, fragment ou derive de rinvention. 

Une composition appropriee pour une utilisation therapeutique ou prophylactique 
pour une immunisation passive contre HBV comprend un anticorps monoclonal, ou un 
fragment ou derive de rinvention ou leurs combinaisons, en melange avec un vehicule 

15 phannaceutiquement acceptable. 

Par « vehicule pharmaceutiquement acceptable » on entend les supports et 
vehioules administrables a l'etre humain ou a un animal, tels que decrits par exemple dans 
.Remington's Pharmaceutical Sciences 16 th ed>, Mack Publishing Co. 

L' invention comprend done de plus une methode dMnimunisation passive a but 

20 therapeutique ou prophylactique conter HBV qui consiste a administrer a un individu une 
quantite therapeutiquement ou prophylactiquement efficace d'un anticorps monoclonal, 
fragment ou derive de rinvention ou leurs combinaisons. Un ou plusieurs autres anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux anti-HBSAg et diriges contre un epitope different de celui 
reconnu par les anticoips, fragments ou derives de rinvention peuvent egalement etre 

25 admin istres. 

L'invention inclut egalement un anticorps anti-idiotype ou anti-idiotypique a un 
anticorps de rinvention tel que defini ci-dessus. L'anticorps anti-idiotype est un anticoips 
produit contre un autre anticorps et qui reagit avec le site specifique de liaison antigenique de 
ce dernier ou idiotype. Les anticorps anti-idiotype fonctionnent comme l'antigene reconnu par 
30 r idiotype. De tels anticoips sont particulier utiles dans le cas d'epitopes confomiationnels. 
Les anticoips anti-idiotype qui represented l 1 image interne de pathogenes extenies, tels que 
les virus,_sont utilises comme « substituts » des antigenes pour la vaccination. L' importance 
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des anticorps anti-idiotypes /// vivo a ete demontree dans de nombreuses experimentations. 

administration d'anticorps anti-idiotype in vivo a pour effet soit une suppression ou une 
augmentation des reponses a Pidiotype specifique. Les anticorps anti-idiotypes de l'invention 
sont capabies d'induire chez Panimal une reponse par production d'anticorps anti-anti- 

5 idiotypes qui reconnaissent r epitope 199-208 de Pantigene HBsAg et a ce titre.ils sont 
capabies cPimmuniser un animal contre HBV, voire de neutraliser une infection par HBV. 
Aussi, la presente invention a pour objet une composition vaccinate qui comprend une 
quantite suffisante, pour imrauniser un animal contre HBV, d'une composition active 
comprenant un anticorps monoclonal anti-idiotype qui induit chez P animal la production d'un 

10 anticorps anti-anti-idiotype qui reconnait la region 199-208 de Pantigene HBsAg ou un 
fragment Fab dudit anticorps anti-idiotype ou leur melange et un adjuvant 
pharmaceutiquement acceptable, par exemple de Phydroxyde d 'aluminium ou du phosphate 
d* aluminium. Les adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont bien connus de Phomrne 
du metier et on peut dormer a titre de reference les adjuvants cites dans Remington's 

15 Pharmaceutical Sciences 16 lh ed., Mack Publishing Co. Si desire, le vaccin peut contenir des 
quantites mineures de substances auxiliaires comme des agents moui Hants ou emulsifiants, 
des agents qui tamponnent le pH. Le precede pour imrnuniser un animal contre HBV consiste 
a lui administrer, en une ou plusieurs administrations, une composition vaccinate telle que 
definie cUdessus. Bien entendu, apres les essais in vivo sur les animaux, le but ultime d'une 

20 vaccination contre le virus HBV est de prevenir une infection chez Phomme. Aussi, le terme 
« animal » tel qu'utilise ci-dessus fait reference a la fois aux animaux et a Petre humain. Le 
vaccin est prepare en meiangeant Panticorps anti-idiotype de l'invention ou son fragment Fab 
dans un diluent approprie, qui peut etre un tampon phosphate aqueux ou autre, de fatjon a 
obtenir une concentration J5nale de Pordre de 1 mg par ml de proteine. Pour une 

25 administration a un homme de taille normale, par exemple, 50 |il (50 jig) a 100 |il (100 |ig) de 
la solution sont dilues dans 4 500 p.! et melanges avec 500 |il d'un adjuvant 
pharmaceutiquement aceptable (pH 6,0 4- 0,1). La dose variera en fonction de Panimal, de son 
age et de son poids. 

Les anticorps monoclonaux idiotype de l'invention sont produits par des 
30 techniques bien connues de Phomme du metier. L'epitope ou region 199-208 de Pantigene 
HBsAg est obtenu et purifie par toute technique actuellement disponible. L'anlicorps idiotype 
(Abl ) est produit en immunisant un animal, de preference murin, et en particulier une souris, 

11 

BNSDOCID: <WO 0234789A1_I_> 



WO 02/34789 



PCT/FR01/03169 



avec fepitope precite, comme antigene. Les cellules de rate de I* animal sont ensuite 
identi flees, isolees et fusionnees avec des cellules de lymphoma ou de myelome en presence 
d\m agent de fusion tel que le polyethylene glycol (Kohler et Milstein, Nature 256:459 
(1975)). Les cellules fusionnees sont ensuite incubees dans un milieu selectif qui inhibe la 
croissance des cellules malignes non fusionnees. Les cellules d'hybridome sont donees pat- 
dilution limitante et testees pour la secretion d'un anticorps monoclonal de specificite 
recherchee.. Les anticorps monoclonaux peuvent egalement etre obtenus par croissance 
d'asc-ite in vivo. 1/ anticorps idiotype Abl est utilise pour produire un anticorps anti-idiotype 
(Ab2) qui possede les proprietes d J immunisation, voire de neutralisation, contre HBV. Les 
anticorps antiidiotype Ab2 sont obtenus par les memes procedes que ceux utilises pour la 
production des anticoips Abl, mais l'anticorps Abl est alors Pimmunogene utilise. 

1/ invention a egalement pour objet Tepitope conserve de I'antigene HBsAg mis 
en evidence par les inventeurs dont la sequence peptidique, representee dans Tidentificateur 
de sequences SEQ ED NO : 1, commence a l'acide amine 199 et se termine a Tacide amine 
208 de I'antigene HBsAg et son utilisation comme peptide immunogene, ainsi que des 
peptides immunogenes caracterises en ce que leur sequence peptidique comprend 
respectivement au moins trois et au moins quatre acides amines homologues ou identiques 
aux acides amines de P epitope reference en SEQ ID NO : 1, en particulier les peptides 
immunogenes illustres en SEQ ED NO : 2 et SEQ ID NO: 3. Dans la comparison des 
sequences SEQ ID NO : L et SEQ ID NO : 2 illustree a la figure annexee, la sequence SEQ ID 
NO : 2 comporte trois acides amines, W (tryptophane), P (proline), S (serine) qui sont 
slrictement homologues ou identiques aux acides amines correspondants de SEQ ID NO :1 et 
un acide amine I (isoleucine) qui est equivalent a L (leucine) de SEQ ED NO :1. Dans la 
comparison des sequences SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 3 illustree a la figure annexee, la 
sequence SEQ ID NO : 3 comporte quatre acides amines qui sont strictement homologues ou 
identiques a ceux de SEQ ID NO : 1, il s'agit des acides amines W (tryptophane), P (proline), 
Y (tyrosine), S (serine), et deux acides amines T (threonine) et L (leucine) qui sont 
equivalents respectivement a S (serine) et I (isoleucine) de SEQ ID NO :1. Les acides amines 
dits equivalents sont des acides amines qui peuvent se substituer les uns aux autres sans 
affecter le pouvoir imniunogene des peptides. De tels peptides immunogenes sont utilises 
pour la production d' anticoips monoclonaux, de fragments d' anticoips monoclonaux ou de 
derives d'anticorps monoclonaux repondant aux definitions donnees precedemment et* 
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capables de reconnaitre a la fois la forme sauvage et au moins une forme mutante de 
rantigene HBsAg. La production d'anticorps monoclonaux, de fragments ou derives 
cTanticorps monoclonaux est bien connue de l'homme du metier. On peut citer a titre 
d'exemple Kohler et Milstein, Mature 256 : 45-47 (1975) et European Journal of Immunology 
5 6:511-519 (L976) ainsi que Galfre G> et al. Nature, 266 : 522-550 (1977). L'epitope peut etre 
produit par synthese chirnique ou par recombinaison genetique ou par une combinaison de 
differentes methodes. La sequence codant pour l'epitope de l'invention peut ainsi etre 
exprimee dans une cellule hote appropriee sous le controle d'un promoteur approprie. Les 
cellules hotes compreunent tout organisme unicellulaire capable de transcrire et de traduire 

10 des molecules d'ADN recombinant, telles que les cellules issues d s un organisme procaryote 
ou eucaryote incluant les cellules de mammiferes, de levures et de bacteries, et permettant 
Fexpression du fragment du gene S codant pour l'epitope de l'invention, le fragment du gene 
etant place sous le controle des elements necessaires a son expression. Par ailleurs, les 
peptides immunogenes SEQ ID NO : 2 et SEQ ED NO : 3 peuvent aisement etre obtenus par 

15 synthese chirnique. 

L'invention concerae enfm une sonde nucleique ou amorce capable de 
s'hybrider, dans des conditions de stringence determinees, a une sequence nucleotidique ADN 
qui code pour Tepitope represente en SEQ ID NO : lou a la sequence nucleotidique ADN 
Gomplementaire de ladite sequence nucleotidique codant pour Tepitope represente en SEQ ID 

20 NO : 1 ou au produit de transcription AJRN desdites sequences nucleotidiques ADN. 

L'invention concerne egalement une sonde nucleique ou amorce capable de 
s'hybrider, dans des conditions de stringence deterrmnees, a une sequence nucleotidique ADN 
representee en SEQ ID NO : 4 qui code pour Pepitope represente en SEQ ID NO : 1 ou a la 
sequence nucleotidique ADN complementaire de SEQ ID NO : 4 ou au produit de 

25 transcription AUN desdites sequences nucleotidiques ADN ; une composition diagnostique 
comprenant au moins une sonde ou au moins une amorce telle que defmie ci-dessus pour la 
detection et/ou la quantification de virus HBV (sauvage et/ou mutants) dans un echantillon 
biologique et un procede de diagnostic d'ADN et/ou d'ARN de virus HBV (sauvage et/ou 
mutants) dans un echantillon biologique, selon lequel onpreleve un echantillon biologique 3 tel 

20 que serum, plasma ou echantillon tissulaire chez un patient suspecte d'etre infecte par au 
moins un virus HBV, on traite si necessaire ledit echantillon pour en extraire I'ADN et/ou 
TARN, on met en contact ledit echantillon avec au moins une sonde ou au moins unc amorce, 
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dans des conditions de stringence detenninees et on detecte et/ou quantifie PADN et/ou ARN 
viral dans Pechantillon, soil par mise en evidence d'une hybridation dudit ADN et/ou ARN 
viral avcc au moins une sonde, soit par amplification dudit ADN et/ou ARN. Dans le cas de 
Tulilisalion de sondes nucleotidiques, la mise en evidence de la formation du compiexe 
5 cr hybridation peut etre effectuee directement par utilisation d'une sonde complementaire ou 
sensiblcment complementaire de la sequence de la cible et marquee par tout marqueur 
approprie ou encore par mise en oeuvre de la technique dite « sandwich » en une ou deux 
etapes qui consiste a utiliser une sonde de capture complementaire on sensiblement 
complementaire d'une partie de la sequence de la cible et une sonde marquee par tout 

10 marqueur approprie ou sonde de detection complementaire ou sensiblement complementaire 
d'une autre partie de la sequence de la cible. Dans le cas d'utilisation d'amorces, celles-ci 
peuvent etre directement marquees pour la mise en evidence d'un produit d'ampliScation 
marque ou ne pas etre marquees, auquel cas les produits d' amplification generes peuvent etre 
seleciionnes en fonction de la taille attendue par passage sur gel d'acrylamide ou analyses a 

15 Faide de sondes de detection appropriees. 

A partir de la selection de la sequence nucieotidique ADN qui code pour 
P epitope 199-208 de rinvention, correspondant aux nucleotides 751-780 du genome de HBV 
decrit par Galibert et al. (Nature 280 : 646-650 (1979), representee en SEQ ID NO : 4, de sa 
sequence complementaire et de la sequence ARN correspondante, il est k la portee de 

20 Phomme du metier de determiner et obtenir des sondes nucleotidiques ou des amorces 
capables de s'hybrider a SEQ ID NO : 4, a sa sequence complementaire ou & la sequence 
ARN correspondante. On peut citer a titre d'exemples pour la production d 3 oligonucleotides 
rutilisation d' enzymes de restriction et la synthese chimique sur -synthdtiseur automatique. 
Les sondes et amorces susceptibles de s'hybrider dans des conditions de stringence 

25 detenninees a une sequence nucieotidique d'ADN ou d'ARN de rinvention font partie de 
certe definition. II est a la portee de Phomme du metier de definir les conditions de stringence 
appropriees. Des conditions de stringence caracteristiques sont celles qui correspondent a une 
combinaison de la temperature et de la concentration saline choisie approximativement entre 
12 a 20°C sous le Tm (« melting temperature ») de Thybride a r etude. Tout ceci fait partie 

30 des connaissances generales de rhomme du metier et on peut citer a titre d'illustration 
Penscignement donne dans le livre intitule « DNA PROBES » de George H. Keller et Mark 
M. Manilla- Second Edition, edite en 1993 par Stockton Press, 49 West 24 m St., New York, 
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N.Y. 10010, USA (voir plus precisement : Section I -Molecular Hybridization Technology, 
pp. 1-21). 

Figure 1 

La figure 1 annexee represente la sequence en acides amines de I'antigene 
HBsAg. Sur cette figure est localise i'epitope 199-208, mis en evidence par cartographie ou 
« mapping » d'epitopes comme illustre dans les exemples qui suivent. Les deux clones 
HWWKHPTRYSLG et HPLKQYWWRPSI qui presentent des acides amines communs ou 
homologues ou identiques et des acides amines equivalents aux acides amines de la sequence 
de I'antigene HBsAg de type sauvage dans la region comprise entre les acides amines 194- 
209 de la sequence en acides amines de I'antigene HBsAg sont representes en dessous de la 
sequence de I'antigene HBs Ag de type sauvage. Les acides amines communs ou homologues 
ou identiques et equivalents sont representes en caractere gras dans la figure L 

Exemples. 

Exemple 1 : Production et caracterisation des anticorps monoclonaux. 

Des souris femelles BALB/c JYco, agees de 4 a 6 semaines (IFF A Credo), ont 
ete immunisees par injection intraperitoneale de 50 p.g d'HBsAg ay recombinant emulsifie 
avec un volume egal de l'adjuvant complet de Freund. La proteine recombinante HBsAg ay a 
ete obtenue aupres de Pasteur Merieux Connaught. Cette proteine correspond a la souche ayw 
sequencee par Gallibert et al. (Nature 280: 646-650 (1979)) et a ete ^xprimee dans des 
cellules CHO (Michel et al., PNAS 81/ 7708-7712 (1984)). Elle est composee des regions pre- 
S et S. Les 55 acides amines situes en position NH 2 terminale correspondent a la region pre- 
S2. 

Trois injections ont ensuite ete effectuees toutes les deux semaines en presence 
d'adjuvant incomplet. Quatre jours apres la derniere injection, les cellules de la rate ont ete 
prelevees et fusionnees avec la lignee cellulaire de myelomes de souris Sp 2/0-Agl4 3 selon la 
technique decrite par Kohler & Milstein (Nature 256 : 45-47 (1975) ; European Journal of 
Immunology 6 : 511-519 (1976)). Apres avoir cultive les cellules pendant 12 a 14 jours, les 
surnageants de culture ont ete cribles par un test EL1SA indirect avec I'antigene HBsAg 
plasmatique ay recombinant fixe sur la phase solide. Mille cinquante huit surnageants de 
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culture, dilues au l/10 0,n \ ont ainsi die cribles. Soixante six clones positifs ont ete selectionnes 
pour lesquels la DO a 405 nm etait d l environ 2, soit six fois superieure a la valeur seuil, a 
cetle meme longueur d'onde, de 0,3. Les soixante six sumageants de culture des clones 
positifs, dilues au 1/1 0 tnic s ont ensuite ete cribles par un test ELISA indirect avec de Pantigene 

5 HBsAg plasmatique ay natif. Vingt clones ont ete selectionnes pour lesquels la DO a 405 nm 
etait superieure a 2, soit 24 fois superieure a la valeur seuil, a cette meme Longueur d'onde, de 
0,1. Les sumageants de culture de 12 sur ces 20 clones, dilues au 1/I0 cme , ont ensuite ete testes 
par un test ELISA indirect, respectivement avec de Pantigene HBsAg ay natif et de Pantigene 
HBsAg ad natif, fixe sur la phase solide. Six clones oat ete selectionnes dans chacun de ces 

10 tests, pour lesquels la DO a 405 nm etait de 1,2 ou plus pour Pessai avec Pantigene HBsAg ay 
natif et d'environ 1 5 1 pour Pessai avec Pantigene HBsAg ad natif, a une dilution au l/1600* me 
du sumageant de culture, soil une DO environ dix fois superieure a la valeur seuil de 0,1. 
Quatre de ces six clones positifs ont ete sous-clones deux fois par dilution limitante et 
produits sous forme d'ascite. Les ascites ont ete obtenus a partir de souris, ayant re9u au 

15 prealable une injection de Pristane (nom commercial), et auxquelles 10 6 cellules d'hybridomes 
ont ete injectees. 

Les quatre IgGs ainsi obtenues ont ete purifiees sur une colonne de sepharose 
oouplee a la proteine A 4FF, selon le protocole fourni par le fabriquant (Pharmacia) et ont ete 
utilisees pom- la suite des experiences. En final, Panticorps monoclonal 2G2G10, qui 
20 appartient a la classe des immunoglobulines IgG2b, a ete retenu en raison de ses excellentes 
perfonnances. 

Exemple 2 :Changement de classe de Panticorps 2G2G10. 

La classe de Panticorps monoclonal 2G2G10 a ete changee d'TgG2b en IgG2a 
25 par traitement aux UV selon le protocole de Rosen et Klein (Nature 306 : 189-190 (1983)). 
L'nnticorps modifie a ete nomme 8B4H7. 

Exemple 3 : Criblage d ! une banque de peptides portes par des phages. 

La banque Ph.D.- 12™ commercialisee par New England Biolabs Inc. a ete 
30 criblee par les anticorps monoclonaux 2G2G10 et SB4H7 biotinyles selon la methode decrite 
par Gretch et al. (Analytical Biochemistry 163: 270-277 (1987)). C'est une banque 
combinatoire de dodecapeptides exprimes en N-temiinal d'une proteine mineure d'enveloppe 
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(plIO du phage M13. Elle contient environ 4J0 12 phages/ml, representant 1,9.10° sequences 
differentes. 

Lors du premier « biopanning », 10 ]Ag de streptavidine en tampon NaHC0 3 0,1 
M (pH S,6) sont fixes dans Line boite de Petri de 35 mm de diametre, pendant une nuit, a 4°C, 
5 en chambrc humide, sous agitation. La boite est ensuite saturee pendant 2h a 4°C avec une 
solution de saturation [5mg/ml BSA; 0,02% NaN 3 dans NaHC0 3 0.1M (pH 8,6)]. Apres 6 
lavages en TBS (Tris Buffer Saline) [Tris 0,5 M; NaCl 0,75 M, pH 7,5]-Tween 0,1%, les 
anticorps monoclonaux biotinyles 2G2G10ou 8B4H7 sont incubes a une concentration de 170 
nM en TBS Tween 0,1% avec 0,02% NaN 3 et 1 mg/ml de BSA pendant 1 nuit a 4°C, en 

10 chambre humide et sous agitation. Pour bloquer les sites non occupes par Tanticorps, 40 \ig de 
biotine sont ajoutes et incubes pendant 1 heure a 4°C, en chambre humide et sous agitation. 
Apres 6 lavages en TBS Tween 0.1%, 10 ^1 de la banque (4.10 9 phages) dilues dans du TBS 
Tween 0,1 %-biotine 0,lnM sont incubes 1 heure a temperature ambiante, sous agitation. Les 
phages non fixes sont ensuite elimines par 10 lavages en TBS Tween 0,1%. L'elution des 

15 phages fixes se fait par une incubation de 7 minutes avec le tampon dilution [0,1M HC1- 
Glycine; pH 2,2; 1 mg/ml BSA; 0.1 mg/ml rouge de phenol]. L'eluat est neutralise par 200 ul 
de Tris-HCl 1M pH9,l. 

Les eluats correspondant aux criblages de la banque, soit avec 2G2G10, soit avec 
SB4H7 sont amplifies separement par infection de la souche ER2537 ^Escherichia coli en 

20 milieu LB [tryptone 10 g/1 ; extrait de levure 5 g/1; NaCl 10 g/1; pH 7,5]. Apres 4h30 
d'incubation a 37°C a 250 tpm, les debris cellulaires sont elimines par deux centrifugations 
successives de 10 min. a 10 000 tpm. Les phages contenus dans les surnageants sont 
precipites deux fois avec l/6 cinc de Polyethylene glycol/NaCl [Polyethylene glycol 16,7 %, 
NaCl 3,3 M]. Apres une centrifugation de 15 min. a 14 000 tpm, les culots sont repris par 200 

25 jaI de TBS-NaN 3 0,02%. 100 \x\ de ces eluats amplifies sont utilises pour les deuxiemes 
biopannings. 

Pour les 2 e " w , 3 cmc et 4 6nw « biopannings », 100 jil des eluats amplifies precedents 
son! preincubes avec respectivement 100 nM, 1 nM et 0,1 nM des anticorps biotinyles 
2G2G 10 ou 8B4H7 pendant une nuit a 4°C, pendant que 10 p.g de streptavidine sont fixes sur 
30 une boite de Petri, comme precedemment. Les melanges phages/anticorps sont ajoutes apres 
saturation des boltes, pendant 15 minutes a temperature ambiante. La suite du protocole est 
semblable a celui des premiers « biopannings ». 
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Exemple 4 : Clonage et amplification des clones de phages. 

Une culture d'E* coli est incubee a 37°C a 250 tpm jusqu'a ce que la densite 
oplique (DO) atteigne 0.5. Pendant la croissance bacterienne, de l'agarose top [1 1 LB ; 10 g 
5 bacto-tryptone ; 5 g extrait de levure ; 5 g NaCl ; 1 g MgCl a , 6H : 0 ; 7g agarose ] est fondu et 
aliquote par 3 ml, et conserve a 55°C. Lorsque les cellules sont pretes, 200 pi de culture sont 
incubees de 1 a 5 minutes a temperature ambiante avec 10 pi des eluat obtenus apres les 4™ 
biopannings et dilues en milieu LB. Le melanges sont ensuite transferes dans 2 tubes 
d 1 agarose, vortexes et rap idem ent etales sur des boites LB BPTG/XGal. Les boites sont 
10 incubees une nuit a 37°C, 

36 colonies choisies au hasard sur les boites correspondants au criblage par 
2G2G10 ou 8B4H7 sont amplifies par infection d'l ml dime culture d'E. coli pendant 4 a 5 
heures a 37°C, puis les celLules sont eliminees par centrifugation 30 s a 14 000 tpm. 500 pi du 
surnageant sont utilises pour le sequenpage, le reste est centrifuge de nouveau, dilue 1:1 dans 
15 du glycerol et conserve a -20°C. 

2 pi de phages conserves en LB/Glycerol sont amplifies par infection de L ? 7 ml 
d'une culture de E. coli pendant 24 heures a 37°C et 250 tpm. Les cellules sont eliminees par 
centrifugation 5 min. a 14 000. tpm. Le surnageant est precipite par du PEG/NaCl. Apres une 
centrifugation de 15 min. a 14 000 tpm, le culot est repris par 500 pi de TBS. Ces solutions de 
20 phages sont dosees par spectrometrie ^absorption a 269 nm et utilisees pour les tests en 
' ELISA. 

Exemple 5 :Sequen$age des sequences inserees dans les clones phagiques. 

L'extraction et la purification de TADN des differents clones sont effectuees a 
25 partir de 500 pi de surnageant qui sont precipites par 200 pi de PEG/NaCl pendant 10 min. a 
temperature ambiante. Apres centrifugation 10 min. a 14 000 tpm, le culot est repris par 100 
jaI de Tris-HCl 10 mM pH S 3 0, EDTA 1 mM, Nal 4M et 250 pi d'ethanol absolu puis incube 
10 min. a temperature ambiante. Apres centrifugation 10 min. a 14 000 tpm, le culot est lave 
une fois par 500 pi d'ethanol 70% 3 puis seche 10 min. sous vide. II est finalement repris par 30 
30 Ml de Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM. 

Le sequen9age nucleotidique de 1'insert est effectue selon la methode modifiee de 
Sanger avec un sequenceur automatique (modele 377A 3 Perkin Elmer) en utilisant le kit de 
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sequencage "Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction" (Perkin-Elmer) et 
I'amorce S'HO-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-OHS' correspondant a la sequence sauvage 
du phage. Le melange reactionnel est compose de 5 |il d'ADN a sequencer, 2,5 pmoles 
d'oligonucleotides dans 2 3 5p.l d'eau, S \i\ de melange n Big Dye™" conlenant les 
5 didesoxyribonucleotides et la Taq™ polymerase, et 4.5 pj de H.O. Les 25 cycles de 
sequencage (30 s a 96°C, 15 s a 50°C 3 4 min. a 60 °C) sont effectues dans un appareil PCR 
(Polymerase Chain Reaction) Trioblock de Biometra. Les fractions de sequence sont purifiees 
sur colonne Sephadex G50 equilibree avec du tampon TE [tris-Hcl LOmM pHS, EDTA ImM], 
sechees et conservees a -20°C juqu'au sequen$age. Les sequences proteiques sont deduites 
10 des sequences nuclcoiidiques avec le logiciel Geneworks, 

Exemple 6 : Analyse immunologique des clones de phages. 
lOOjil des anticorps anti-HBsAg 2G2G10 ou SB4H7 ou d'un anticorps non 
pertinent utilise com me controle negatif a la concentration finale de 100 fig/ml en tampon 

15 NaHCO, 0,1 M sont fixes pendant une nuit a 4°C 3 en chambre humide, sur des rangees de 
puits de plaques ELISA "Nunc Maxisorb". La plaque est ensuite saturee 2 heures a 4°C en 
solution de saturation [NaHC0 3 0,1 M ; BSA 50 mg/ml ; NaN 3 0,02 %]. Apres 4 lavages en 
TBS-Tvveen 0.5 %, 100 \i\ de differentes concentrations de phages dilues en TBS Tween 
(LI0 1: , 2,5.10", 6,2. 10 10 et 4.10 9 phages/ml) sont ajoutes par puits et incubes 2 heures a 

20 temperature ambiante, sous agitation. Apres 4 lavages en TBS Tween 0.5 %, 100 ^1/puits 
d'anticorps anti-M13 couple a la peroxydase et dilue au 1/5000 en solution de saturation sont 
incubes pendant 2 heures a temperature ambiante, sous agitation. Apres incubation de 1 heure 
a 37°C, la plaque est lavee 4 fois en TBS-Tween 0,5 %. Pour la revelation, la plaque est 
incubee avec une solution d'o-phenylenediamine et de peroxyde d^ydrogene (kit colorEIA, 

25 bioMerieux) pendant 10 min. a 1'obscurite. La reaction est stoppee par de I'acide sulfiirique 1 ,8 
N et la plaque est lue a 492 nm, avec un lecteur de plaques ELISA (Axia microreader). Pour 
chaque dilution de chaque clone les resultats sont exprimes par la difference des valeurs 
obtenues entre r anticorps anti-HBsAg et r anticorps controle. Les resultats sont ensuite 
confirmes en testant les dilutions optimales en triplicate. 

30 Aucun clone immunoreactif n'a pu etre selectionne par Tanticorps 2G2G10. Par 

contre, fanticoips equivalent SB4H7 ayant le meme paratope mais de classe TgG 2a a permis 
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de scleotionner des clones immunoreactifs (tableau 1). De plus deux de ces clones 
(HWWKHPTRYSLG et HPLKQYWWEPS1) sont aussi reconnus par 1'anticorps 2G2G10. 

Tableau I 

Frequence et immunoreactivite des clones phagiques selectionnes avec 1'anticorps 2G2G10 et 
5 Tanticorps modifie 8B4H7. 



Sequence des clones 


Frequence des 
clones 


Reactivite avec 8B4H7 5 


Reactivite avec 2G2G10 b 


HKMHSHPRLTSP 


13/36 


<0,1 c 






HWGNHSKSHPQR 


6/36 


<0,1 






WHKAVPRWLASP 


4/36 


0,8 


0,4 d 


<0,l c 


HMAHRWQSFLRP 


2/36 


<0,1 






RVHKRHRTQKNA 


1/36 


>2,5 


<0,1 




HWWKHPTRYSLG 


1/36 


>2,5 


0,5 


>2,5 


HFFKLSN WRTTP 


1/36 


22,5 


<0,1 




HPLKQYWWRPSI 


1/36 


<0,1 




0,4 



L 1 immunoreactivite des clones a ete determinee par ELKA comme indique dans 
l'exemple 6, avec SB4H7 3 ou 2G2G10 b fixe sur la phase solide et les clones de phage sont 
ajoutes a la dilution finale de 8 x 10 10 phages /ml c et 2 x 10 10 phages /ml d . 

10 

Exemple 7: Localisation des sequences des clones phagiques immunoreactifs 
sur la sequence de 1'HBsAg. 

Les sequences en acides amines des peptides ont ete comparees a la sequence de 
la proteine recombinante d'HBsAg ayant servi a l'obtention de 1'anticorps monoclonal 

15 (Galibert et al, 1979) en utilisant le logiciel Mac Vector, Ver.4.5 (Kodack). Brievement, les 
regions de haute similarity sont detectees avec le programme LFASTA qui recherche les 
nieilleures identites locales (Pearson et Lipman, PNAS 85 : 2444-2448 (1988)). Les deux 
clones immunoreactifs vis a vis de 2G2G10 ont perniis de localiser clairement l'epitope 
reconnu par 2G2G10 et 8B4H7 dans la region 199-208 de HBsAg (Figure 1). En effet, 

20 HWWKHPTRYSLG a 4 residus identiques et 3 residus similaires avec la sequence 199-208 
tandis que HPLKQYWWRPSI partage 3 residus identiques et 1 residu similaire avec la 
sequence 201-205. 
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Exemple 8 :Detection de pantigene HBsAg de type sauvage et de variants 
HBsAg a Paide des anticorps monoclonaux 2G2G10 et 8B4H7. 

Le format utilise est un format de type sandwich utilisant r anticorps monoclonal 
2G2G10 ou SB4H7 en capture et un anticorps polyclonal de chevre anti-HBs en detection. 

5 - Detection de Pantigene HBsAg sauvage dans des serums de patients : 

Des serums de patients foumis par la Societe Nationale de Transfusion Sanguine 
de Lille comprenant plusteurs sous types (echantillons dilues) ont ete testes avec r anticorps 
monoclonal 2G2G10 en capture et un anticorps polyclonal de chevre anti-HBs en detection. 
Les resultats sont presentes dans le tableau 2 ci-dessous. Les echantillons testes sont identifies 

10 selon leur sous type et leur origine. Les resultats sont exprimes en signal detecte par rapport a 
une valeur seuil. La valeur seuil correspond a cinq fois le signal de Pechantillon negatif. Les 
valeurs dont le signal/valeur seuil est superieur a 1 sont positives. 



Tableau 2 



Identification de rechantillon / sous types 


Signal / Valeur seuil 


41 - adw2 - (US+Asie) 


2,91 


42 - adw4 - (Eur.+Am.sud) 


3,04 


43 - adr - (Asie) 


2,94 


44 - ayw I 


3,00 


45 - ayw2 - (Europe sud) 


3,94 


46 - ayw3 - (Europe-Asie) 


3,42 


47 - ayw 3 


3,07 


4S - ayw4 - (Afrique) 


4,02 


49 - ayr - (Japon) 


4,00 


50 - Negatif / Diluant des echantillons 


0,2 



15 

- Detection de Tantigene HBsAg sauvage dans des plasmas : 
Des plasmas de la serotheque de bioMerieux ont ete testes dans les memes 
conditions que ci-dessus en utilisant a la fois Panticorps monoclonal 2G2G10 et Panticoips 
monoclonal 8B4H7 en capture. Les resultats sont presentes dans le tableau 3 ci-dessous. lis 
20 sont exprimes en signal/valeur seuil. La valeur seuil correspond a cinq fois le signal de 
Pechantillon negatif. Les valeurs dont le signal/valeur seuil est superieur a 1 sont positives. 
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Tableau 3 



Echantillon 


2G2G1 0 // signal/valeur seuil 


8B4H7 // signal/valeur seuil 


M\P52 1/600 


25,7 


29,4 


MAP 97 1/50000 


24,6 


36,1 


MAP 59 1/3000 


42,2 


43,0 


MAP 62 1/7000 


46,0 


47,6 


MAP 64 1/6000 


54,7 


70,7 


HSO 1/7000 


58,9 


56,9 


1445 L9 L/6000 


52,2 


54,0 


144344 1/16000 


62,7 


69,3 



- Detection des variants HBsAg : 

L'anticorps 2G2G10 a ete teste pour sa capacite a detecter des mutants HBsAg a 
5 partir de sumageants de culture des variants HBsAg recombinants qui ont ete obtenus aupres 
du Dr Camian et prepares selon la methode decrite precedemment par Ireland et al., 
(Hepatology 31 : 1176-1181(2000)). 

Les dosages ont ete effectues en utilisant un test qualitatif fluoro- 
immunoenzymatique developpe sur Tanalyseur automatique Vidas (marque enregistree) 
10 (Weber et al., Journal of Virological Methods 42: 63-74 (1993); Mikkelsen et al., 
Gynecologic Obstetric Investigation 41 : 35-40 (1996)). Ce test de capture en deux etapes a 
ete effectue comme suit ; 

L'anticorps 2G2G10 ete fixe sur le receptacle phase solide (SPRpour Receptacle 
Solid Phase) a la concentration finale de 10 |ig/mL Le SPR a ensuite ete mis a incuber 
15 simultanement avec les sumageants de culture contenant les proteines recombinantes 
correspondant aux differents variants et l'anticorps polyclonal de chevre biotinyLe anti- 
HBsAg. La seconde etape a ensuite utilise le conjugue streptavidine-phosphatase alcaline pour 
la reaction fluorometrique. 

Ainsi que le montre le tableau 4, en comparaison d'un autre anti corps anli- 
20 HBsAg 6H6B6, Tanticorps 2G2G10 est capable de detecter les differents variants testes. En 
effet, les echantillons BA3.2 et T5N portent respectivement les mutations C124R et T23N qui 
affectent ainsi que I s ont rapporte Ireland et al., (Hepatology 31: 1176-11 SI (2000)) la 
secretion de Pantigene dans les sumageants de cultures testes. L'absence de detection de ces 
deux sumageants ne peut done etre prise en compte. 

25 
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Tableau 4 

Reactivite des anticorps anti-HBsAg vis a vis de variants HBsAg. 



Mutations dans le MHR 


Echantillon 


2G2G10 


6H6B6 


Sequence standard 


Gly D 


3.3 


3.0 


Sequence standard 


Gly Y 


AS 


4,3 


phismide contr61e a 




0.2 


0.3 


PI20T 


BA2.4 


3.3 


3.5 


CI21R 


Jl a 


6.7 


27.5 


TI23N 


BA3.4 


2.2 


0.3 




BA 3 T 


0.2 


0.3 


IVI I JJ X 


SA7 


3.0 


2.1 




T2 


2 3 


3.0 


n 1 J. A A 




4 7 


0 7 


G!45R 


Arg 1.2 


7.2 


0.4 


Q129R/G130N/A166V 


SA6 


4.6 


2.6 


Q30R/S53L/L98V/Q1 01R/S21 
0T 


HK18S 


27.4 


24.2 


S143L 


1043 Sp 


3.0 


0.7 


PI27A/S143L 


1157 Sp 


3.4 


0.3 


P120S/S143L 


1056 Sp 


1.8 


0.5 


Y 1 00S/T 1 18V/R 1 22K7M 1 3 31/ 
Y 1 3 4N/P 142S/S 1 43L/G1 45K 


M5 


2.0 


0.7 


polysubstitution including 
D144E 


PA17 


2.5 


2.3 


D99N/122NT123/G145R 


T5N a 


0.2 


0.3 



MHR : signifie region hydrophile majeure. 
5 Les resultat sont exprimes par le signal moyen de duplicate /une valeur seuil. 

Pour chaque anticorps, la valeur seuil a ete definie par le signal moyen de duplicates obtenus 

avec 0.16 ng/ml d'HBsAg plasmatique purifie des sous-types , ad lay. 

a Echantillons non dilues. 
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REVINDICATIONS 



.1 . Anticorps monoclonal capable de se Her a un antigene HBsAg de type sauvage 
5 el a au moins une, de preference au moins deux et avantageusement plus de deux, formes 
nuitantes de r antigene HBsAg, ledit anticorps monoclonal se liant a une sequence peptidique 
consistant en au moins 6 acides amines contigus dans la region 199-208 de T antigene HBsAg, 
et avantageusement se liant a la sequence peptidique constitute par la region 199-208 de 
1 'antigene HBsAg. 

10 2. Anticorps monoclonal selon la revendication 1, capable de se tier a au moins 

tine forme mutante de 1' antigene HBsAg qui comprend au moins une substitution d'un acide 
amine dans le determinant « a » de Tantigene HBsAg. 

3. Anticorps monoclonal selon la revendication 2, capable de se lier a au moins 
line forme mutante de Tantigene HBsAg qui comprend au moins une substitution d'un acide 

15 amine dans le determinant « a » de Tantigene HBsAg aux positions 127, 133, 134, 142, 143, 
1 44 ou 145 de Tantigene HBsAg et eventuellement au moins une autre substitution d'un acide 
amine a la position 100, 118, 120, 122 de Tantigene HBsAg. 

4. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier a la forme 
mutante de Tantigene HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un 

20 remplaoement d'une serine par une leucine a la position 1 43 de Tantigene HBsAg. 

5. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier a la forme 
mutante de Tantigene HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un 
rcmplacement d'un acide aspartiqub par une alanine a la position 144 de Tantigene HBsAg. 

6. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier a la fonne 
25 mutante de Tantigene HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un 

remplaoement d'une glycine par une arginine a la position 145 de Tantigene HBsAg. 

7. Anticorps monoclonal selon la revendication 3, capable de se lier a la fonne 
mutante de Tantigene HBsAg qui comprend au moins une substitution correspondant en un 
rcmplacement d'une proline par une alanine a la position 127 de Tantigene HBsAg et au 

30 moins une substitution correspondant en un remplacement d'une serine par une leucine a la 
position 143 de Tantigene HBsAg. 
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22. Precede selon Tune quelconque des revendications 19 a 21, dans lequel la 
detection de Pantigene HBsAg est effectue simultanement avec la detection d'anticorps anti- 
HBc. 

23. Composition diagnostique qui comprend au moins un anticorps monoclonal 
5 tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 12 ou dans la revendication IS, ou 

un fragment ou derive tel que defini dans la revendication 14 et la revendication 13, 
eventuellement en association avec au moins un reactif pour la detection d'anticorps anti- 
HBc> 

24. Composition diagnostique selon la revendication 23, qui comprend de plus 
10 au moins un autre anticorps monoclonal ou polyclonal pour la detection de Pantigene HBsAg. 

25. Antiserum qui comprend un anticorps monoclonal tel que defini dans Tune 
quelconque des revendications 1 a 12 ou dans la revendication 18 3 ou un fragment ou derive 
tel que defini dans la revendication 14 et la revendication 13 ou leurs combinaisons. 

26. Antiserum selon la revendication 25, qui comprend egalement au moins 
15 anticorps monoclonal ou un anticorps polyclonal ou un melange d'anticorps monoclonaux et 

polyclonaux anti-HBsAg, autres que Panticorps monoclonal defini dans Tune quelconque des 
revendications 1 a 12 ou dans la revendication 18 ou d'un fragment ou derive tel que defini 
dans la revendication 14 et la revendication 13. 

27. Composition appropriee pour une utilisation therapeutique ou prophylactique 
20 pour une immunisation passive contre HBV qui comprend un anticorps monoclonal tel que 

defini dans l'une quelconque des revendications 1 a 12 ou dans la revendication 18, ou un 
fragment ou derive tel que defini dans la revendication 14 et la revendication 13 ou leurs 
combinaisons, en melange avec unsupport pharmaceutiquement acceptable. 

28. Composition appropriee pour une utilisation therapeutique ou prophylactique 
25 pour une immunisation passive contre HBV qui comprend egalement au moins anticorps 

monoclonal ou un anticorps polyclonal ou un melange d 1 anticorps monoclonaux et 
polyclonaux anti-HBsAg, autres que Panticorps monoclonal defini dans Pune quelconque des 
revendications 1 a 12 ou dans la revendication 18 ou d'un fragment ou derive tel que defini 
dans la revendication 14 et la revendication 13. 
30 29. Anticorps anti-idiotype a un anticorps monoclonal tel que defini dans Pune 

quelconque des revendications 1 a 12 ou dans la revendication 18 ou d'un fragment ou derive 
lei que defini dans la revendication 14 et la revendication 13. 
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30. Composition vaccinale qui comprend une quantite suffisante, pour 
immuniser un animal contre HBV, d'une composition active biologiquement comprenant un 
anticorps monoclonal antiidiotype selon le revendication 29 qui induit chez r animal la 
production d'un anticorps anti-anti-idiotype qui reconnait la region 199-208 de Pantigene 

5 HBsAg ou un fragment Fab dudit anticorps antiidiotype ou leur melange et un adjuvant 
phaimaceutiquement acceptable. 

31. Epitope de Pantigene HBsAg dont la sequence peptidique commence a 
Pacide amine 199 et se termine a Pacide amine 208 de Pantigene HBsAg et est representee en 
SEQ ID NO : I. 

10 32. Peptide immunogene qui comprend P epitope ou qui consiste en Pepitope de 

la revendication 31. 

33. Peptide immunogene dont la sequence peptidique comprend au moins trois 
acides amines homologues ou identiques aux acides amines de la sequence peptidique de 
Pepitope de la revendication 31. 
15 34. Peptide immunogene selon le revendication 33 dont la sequence peptidique 

consiste en la sequence SEQ ID NO : 2. 

35. Peptide immunogene dont la sequence peptidique comprend au moins quatre 
acides amines homologues ou identiques aux acides amines de la sequence peptidique de 
Pepitope de la revendication 31. 

20 36. Peptide immunogene selon le revendication 35 dont la sequence peptidique 

consiste en la sequence SEQ ED NO : 3. 

37. Procede d'obtention d'anticorps monoclonaux selon la revendication 17, de 
fragments d'anticorps monoclonaux, ou de derives d'anticorps monoclonaux en utilisant un 
peptide immunogene selon Pune quelconque des revendications 32 a 36. 

25 38. Sonde nucleique ou amorce capable de s'hybrider, dans des conditions de 

stringence determinees, a une sequence nucleotidique ADN qui code pour Pepitope de la 
revendication 31 ou a la sequence nucleotidique ADN complementaire de ladite sequence 
nucleotidique codant pour I'epitope de la revendication 31 ou au produit de transcription ARN 
desdites sequences nucleotidiques .ADN. 

30 39. Sonde nucleique ou amorce selon la revendication 38 capable de s'hybrider, 

dans des conditions de stringence determinees, a une sequence nucleotidique ADN 
representee- en SEQ ID NO : 4 qui code pour Pepitope de la revendication 31 ou a la sequence 
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nuclcolidique ADN compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou au produit dc transcription ARN 
desditcs sequences nucleotidiques ADN. 

40. Composition diagnostique comprenant au moins une sonde ou au moins une 
amorce selon I'une des revendications 38 ou 39 pour la detection et/ou la quantification de 
virus HBV dans un echantillon biologique. 

4.1. Procede de diagnostic in vitro d'ADN et/ou d'ARN de virus HBV dans un 
echantillon biologique, selon lequel on preleve un echantillon biologique, tel que serum, 
plasma ou echantillon tissulaire chez un patient suspecte d'etre infecte par au moins un virus 
HBV, on traite si necessaire ledit echantillon pour en extraire I'ADN et/ou TARN, on met en 
contact ledit echantillon avec au moins une sonde ou au moins une amorce selon la 
revendication 38, dans des conditions de stringence determinees et on detecte et/ou quantifie 
r AX>N ct/ou ARN viral dans 1 'echantillon, soit par mise en evidence d'une hybridation dudit 
ADN et/ou ARN viral avec au moins une sonde, soit par amplification dudit ADN et/ou ARN. 
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10 20 30 

MEN! TSGFLGPL LVLQAGFFLLTRI L T I PQ 



40 50 60 

SL DSWWTSLNPL GGTTVCLGQNSQSPTSNH 



70 80 90 

SPTSCPPTCPGYRWMCLRRFI I FLFI LLLC 



100 110 120 

LI F L LVLLDYQGMLPVCPLI PGSSTTSTGP 



130 140 150 

CRTCMTTAQGTSMYPSCCCTKPSDGHCTCI 



160 170 180 

PI PSSWAFGKFLWEWASARFSWLSLLVPFV 



190 200 210 

QWFVGLSPTVWLSVI WM MWY WG P SLY SI LS 

H P L K QY WWR P S I 

H WWK HPTRYSLG 

220 

PFLPLLPI FFCL WV Y I 
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1 

L1STE DE SEQUENCES 



10 



15 



40 



45 



50 



60 



<110> BIOMERIEUX 

<12 0> ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES CONTRE DES VIRUS DE 
L' HEPATITE B 

<13Q> IEB BIOM TOPE 

<14 0> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 

<211> 10 

20 <212> PRT 

<213> Sequence ar~ l ± icielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 

25 de la proteine HBSAg du virus de 1' hepatite B 

<400> 1 

Tvr Tyr Trp Giy Pre Ser Leu Tvr Ser lie 
'l 5 10 

30 



<210> 2 
<211> 12 
<212> PRT 
35 <213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la proteine HBSAg du virus de 1* hepatite B 

<400> 2 

His Pro Leu Lys Gin Tyr Trp Trp Arg Pro Ser lie 
15 10 



<210> 3 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: fragment 
de la proteine HBSAg du virus de 1' hepatite B 

<400> 3 

His Trp Trp Lvs His Pro Thr Arg Tyr Ser Leu Gly 
1 " 5 10 



<210> 4 
<211> 30 
<212> ADbl 

<Z13> Sequence artificielle 
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• 220:- 

--223*- Description de la sequence artif icielle : fragment 

de la sequence nucleotidique codant pour la 

proteine HBSAg du virus de 1' hepatite B 

t:'7 tat tc;cg ggccaagtct gta'cagcatc 
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